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Introduction 
 

La maladie d’Alzheimer affecte presque 50 millions de personnes dans le monde dont 1 million 

de français1. Elle est la première cause de trouble neurocognitif de la population adulte 

mondiale et est devenue un enjeu de santé publique majeur du fait du vieillissement global de 

la population et des problèmes sociaux et économiques qu’elle engendre2. 

En dépit d’une meilleure compréhension des mécanismes neuropathologiques de cette 

maladie tels le rôle de la protéine Tau ou des peptides Béta-amyloïdes3, les facteurs de risques 

environnementaux, génétiques, liés à l’âge ainsi que l’étiopathogénie restent toujours 

abstraits4.Un nouvel axe d’étude associe la MA à la santé orale et plus particulièrement aux 

maladies parodontales. La santé orale est très souvent corrélée à la santé générale. De 

nombreuses pathologies comme le diabète, les maladies cardio-vasculaires, respiratoires et 

certains cancers seraient liés à une mauvaise santé bucco-dentaire5.  

 

De récentes études semblent montrer un lien significatif entre MA et maladies parodontales6. 

Les maladies parodontales regroupant les parodontites et les gingivites sont des maladies 

inflammatoires polymicrobiennes touchant les tissus de soutien de la dent. Un déséquilibre 

des espèces bactériennes (bactéries anaérobies comme Porphyromonas gingivalis) et virales 

(virus appartenant au groupe des Herpès virus Humains) au sein du parodonte (dysbiose) 

serait une cause de cette pathologie dont la prévalence est très importante au sein de la 

population mondiale et augmente avec l’âge. 

La MA possédant une forte composante inflammatoire cérébrale, tout comme les maladies 

parodontales, suggérant une diffusion d’agents viraux, microbiens, ou inflammatoires depuis 

la cavité orale vers le cerveau7. 

L’inflammation cérébrale provoquée par l’activation des processus immunitaires cérébraux est 

une cause majeure de l’évolution de la MA. L’interaction entre cette inflammation et la 

formation des plaques beta-amyloïdes provoque le développement des protéines Tau qui 

engendrent les lésions neuronales8. 

 

Les herpès virus du groupe humain ainsi que certaines bactéries parodontopathogènes 

seraient des déclencheurs de cette inflammation selon certaines études9. En effet leur 

présence dans les lésions cérébrales de patients décédés atteints de la MA a été démontré 

dans de récents travaux10.  

Cette infiltration des agents pathogènes dans le système nerveux pourrait avoir lieu soit par 

voie oro-nasale soit par le biais d’un certain type de cellules inflammatoires : les leucocytes 

circulants11.Cette perturbation de l’équilibre microbiologique oral chez les malades d’Alzheimer 
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atteints de maladie parodontale pourrait aggraver l’inflammation au sein des tissus lésionnels 

cérébraux. 

 

Le principal objectif de cette thèse, conduite dans le cadre de l’étude ORAMICAL, est de tester 

un nouvel outil de PCR microfluidique, la technologie Biomark, afin de peut-être pouvoir 

identifier des pathogènes parodontaux viraux du groupe des Herpès virus humains qui seraient 

significativement associés à la MA, ce qui permettrait d’apporter un outil supplémentaire pour 

aider tant les professionnels de la santé bucco-dentaire que les gériatres et les neurologues 

dans la prévention, le suivi ou le traitement de la MA qui représente et représentera dans les 

années à venir pour nous dentistes une part croissante de notre patientèle. 

Afin de vérifier les données scientifiques existantes préalablement à la mise en œuvre du 

protocole de l’étude et au test de la technologique PCR microfluidique, nous avons réalisé une 

revue de la littérature sur le sujet. Nous ciblerons de préférence une population adulte avec la 

moyenne d’âge la plus élevée possible en raison du manque de ressources associant cette 

problématique à la MA. 
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1 Santé orale, microbiologie parodontale et maladie 
d’Alzheimer 

 

1.1 Lien entre la santé orale et la santé générale 
 
Il existe une relation synergique entre de nombreuses pathologies systémiques comme le 

diabète, des maladies cardio-vasculaires, pulmonaires et une mauvaise santé12 (Figure 1). 

Cela est rendue possible par le passage de certaines bactéries ainsi que leurs toxines par voie 

sanguine lors de la mastication, des brossages dentaires ainsi que de certains soins, on 

appelle ce phénomène la bactériémie13. En présence d’une maladie parodontale et d’un 

contexte inflammatoire, les tissus mous lésés servent de porte d’entrée pour de nombreux 

agents pathogènes créant des foyers infectieux ectopiques ainsi que des cytokines 

inflammatoires. L’inflammation systémique qui en résulte aggrave donc certains foyers 

inflammatoires déjà présent ou participe à leur génèse14. 

 

 
Figure 1: Lien entre la santé orale et la santé générale 

 
 
La bactérie Porphyromonas gingivalis et ses lipopolysaccharides en traversant la barrière 

hémato-encéphalique15 et en dupant le système immunitaire ont été retrouvés dans le cerveau 

et le liquide cérébrospinal de patients décédés de la MA16.  

Certains herpès virus humains comme le HSV-1 ainsi que le VZV ont été cités dans plusieurs 

études comme étant impliqué dans le développement de la MA17. Des travaux plus récents 

s’intéressent à l’implication d’HHV-6 et d’HHV-7 car ils ont été retrouvés post-mortem dans le 

cerveau de patients atteints par la MA18. Le santé orale pourrait ainsi aussi influencer la 

progression de la MA19. 
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1.2 Maladie d’Alzheimer  
 

1.2.1 Définition 
 

La MA et une pathologie neurodégénérative qui évolue lentement. Elle se caractérise par une 

atrophie et des pertes neuronales débutant dans la région de l’hippocampe au sein du 

cerveau7. Au départ asymptomatique avec une phase pré-clinique assez longue (sauf pour les 

formes très précoces) et qui ne peut être diagnostiquée qu’à l’aide de techniques d’imagerie 

médicale et de la biologie20, elle évolue ensuite vers une forme prodromale, pré-démentielle 

qualifiée de Mild cognitive impairment (MCI) avec des signes cliniques pouvant passer 

inaperçus. Le stade avéré de la MA se caractérise par une importante déficience cognitive. La 

maladie est classée en 3 stades : faible ; modérée ; sévère21:  

 
Figure 2: Les différents stades de la maladie d’Alzheimer 

 
 

La MA existe sous 2 formes différentes. Une première forme déterminée génétiquement 

affectant des patients de moins de 65 ans. On la nomme de manière fréquente la « maladie 

d’Alzheimer jeune ». Notre étude ne s’intéresse pas à cette première forme déterminée 

génétiquement car nous avons pour objectif de relier la pathologie à des facteurs de risques 

buccaux dentaires. La deuxième forme est multifactorielle et n’est pas déterminée 

génétiquement. Elle touche des patients plus âgés, avec une moyenne d’âge de 65 ans ou 

plus. C’est la forme la plus courante, qui regroupe environ 95 % des cas22. 

 

1.2.2 Prévalence et coût de la pathologie 
 
La MA est la première cause de trouble neurocognitif dans la population adulte. L’OMS a 

déclaré qu’elle représentait la forme la plus fréquente de démence23. Le coût annuel estimé 

dans le monde a dépassé 1000 milliards de dollars US24, et le handicap associé a été estimé 

comme le plus important par rapport à toutes les autres pathologies25.  
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1.2.3 Facteur de risques 
 

L’origine de la MA reste encore à ce jour très mal connue2. La recherche des facteurs de 

risques est donc devenue cruciale afin d’essayer de comprendre, prévenir, ralentir le 

développement de la maladie.  

Premièrement, l’âge est l’un des facteurs de risque les plus importants4. Plus l’âge augmente, 

plus le risque de développer la MA augmente (figure 3). La moyenne d’âge des personnes 

atteintes de la MA est de 65 ans ou plus5. 

 
Figure 3: Prévalence de la maladie d’Alzheimer en fonction des catégories d’âges 

 
 

 

Les femmes sont plus atteintes de la MA que les hommes26. Par ailleurs, la présence de l’allèle 

ε4 au locus de l’apolipoprotéine E (ApoE) sur le chromosome 19 est un facteur de risque de 

la MA22. L’environnement joue un rôle clé dans la forme multifactorielle de la maladie qui est 

associée à de nombreux facteurs de risques environnementaux modifiables. Pouvoir 

reconnaitre ces facteurs de risques permet de prévenir et, ou de retarder l’apparition de cette 

pathologie27. Un faible niveau d’éducation, un manque d’exercice physique, la présence de 

facteurs de risques cardiovasculaires, des antécédents de traumatismes cérébraux, des 

facteurs de risques liés à la nutrition, l’immunité, la fonction mitochondriale ainsi que les 

infections sont associées à une plus forte probabilité de développer la MA2. 

 

1.2.4 Diagnostic 
 

Le diagnostic de la maladie fait suite aux symptômes cliniques dont souffrent les patients1 qui 

viennent généralement consulter suite à une dégradation de leur qualité de vie. Le diagnostic 

doit d’abord exclure d’autres pathologies telles que la démence à corps de Lewy diffus, la 

démence fronto-temporale ou également la présence de tumeurs cérébrales28.  

Des outils diagnostic comportementaux et cognitifs permettent de différencier et de classifier 

les différents troubles mentaux afin de mieux les diagnostiquer28. On peut citer parmi ceux-ci 
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le DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition )29 qui 

correspond au test de référence, respectivement les CIM-1030 et CIM-1131 qui correspondent 

à la Classification internationale des Maladies, 10ème et 11ème révision et le NINCDS-ADRDA32 

pour (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the 

Alzheimer's Disease and Related Disorders Association). Les tests cognitifs, fonctionnels et 

comportementaux sont complétés d’un bilan sanguin et de tests par biomarqueurs (ponction 

lombaire ou imagerie cérébrale), suivant le cas, pour conforter le diagnostic de MA2.  

 

1.2.5 Traitement 
 
A l’heure actuelle aucun traitement qui permet de ralentir la progression de la MA ou d’en 

guérir. Les traitements actuels permettent seulement d’atténuer les symptômes en agissant 

sur la quantité de neurotransmetteurs dans le cerveau via leur augmentation1. Actuellement 

on retrouve cinq molécules actives sur le marché pouvant être prescrite par un médecin 

gériatre, un neurologue ou un psychiatre : le Donépézil, la Rivastigmine et la Galantamine 

agissent comme des inhibiteurs de de la cholinestérase. Un agoniste des récepteurs N-méthyl-

D-aspartate (NMDA) appelé la Memantine peut être utilisée en association avec le Donépézil. 

Elle est recommandée chez les patients atteints de démence modérée à sévère avec des 

troubles de l’attention. Associé aux traitements médicamenteux, la stimulation cognitive, les 

thérapies cognitives et musicales permettent de diminuer l’apparition des troubles 

neuropsychiatriques et du comportement33. Les démences engendrent un coût énorme à 

l’échelle mondiale, on estime que d’ici 2030 les dépenses engendrées par leur prise en charge 

représenteront le PIB des Pays-Bas ou de l’Arabie Saoudite, soit 2 billions de dollars 

américains26.Le Lécanémab (Leqembi) est autorisé aux États-Unis pour traiter les formes 

débutantes de la MA. Ce nouveau traitement est en cours d'examen en Europe où il suscite 

de grands espoirs, compte tenu du manque dramatique de thérapie contre les démences. 

Chez les patients qui sont à un stade précoce de la maladie, le traitement a permis de réduire 

de 35% le déclin cognitif et fonctionnel. 26000 dollars/an.34 

 

1.2.6 Mécanismes neuropathologiques de la maladie d’Alzheimer 
 
Le processus de dégénérescence neuronale causant la MA est lié à la présence de deux 

composants cérébraux : les plaques amyloïdes et la protéine Tau hyperphosphorylée35. 

 

1.2.6.1 Les plaques amyloïdes 
 
Les plaques amyloïdes sont produites lors du clivage de de la protéine précurseur de 

l’amyloïde (APP)36, glycoprotéine transmembranaire présente dans les neurones. Chez le 
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sujet sain, elle va être clivée majoritairement par la protéase α pour former le peptide circulant 

sAAP-α dont la présence est extracellulaire. Le fragment sAAPα ainsi que le fragment restant 

de la protéine APP sont solubles et facilement dégradables 37. 

Chez les patients atteints par la MA, c’est la protéase-β intervient dans le clivage de la protéine 

APP. Le fragment issu du clivage est un peptide Aβ de forme insoluble et très stable. Les 

peptides Aβ s’accumulent alors en extra-cellulaire et forment des agrégats nommés plaques 

amyloïdes qui vont perturber le bon fonctionnement neural36. L’accumulation de ces plaques 

va être à l’origine d’une pénétration plus importante du calcium dans les neurones entrainant 

une réaction inflammatoire puis la mort de la cellule. 

 

1.2.6.2 Hyperphosphorylation de la protéine Tau 
 
La protéine Tau fait partie des composants du cytosquelette de la cellule22. Lorsqu’elle 

s’associe avec les microtubules, elle permet de maintenir leur organisation et leur 

polymérisation. Les enchevêtrements neurofibrillaires retrouvés dans la MA correspondent à 

une accumulation de la protéine Tau hyperphosphorylée. Une hyperphosphorylation de la 

protéine Tau est provoquée par l’augmentation anormale intracellulaire du calcium causé par 

l’accumulation extra-cellulaire de peptides Aβ qui se détachent des microtubules et forment 

des filaments hélicoïdaux nommés neurofibrilles. Ce processus va modifier la polymérisation 

du cytosquelette et entrainer la mort du neurone2.  

 

1.3 Maladies parodontales 
 

1.3.1 Définition 
 
Le parodonte est un ensemble de structures qui assurent la fixation et le soutien des dents sur 

les maxillaires, on le qualifie de « tissu de soutient des dents »38. Il constitue un premier 

rempart contre la pénétration des différents micro-organismes au sein des tissus sous-

jacents39. On distingue le parodonte profond qui comprend l’os alvéolaire, le desmodonte et le 

cément ; du parodonte superficiel constitué par la gencive libre et attachée (figure 4). 
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Figure 4 : Le parodonte 

 

Les maladies parodontales sont des maladies inflammatoires et polymicrobiennes qui 

touchent les tissus profonds et superficiels du parodonte40. Au stade initial, lorsque le 

processus inflammatoire ne touche que la gencive c’est une gingivite. Lorsque celle-ci persiste 

et progresse, elle atteint les tissus profonds qui comportent l’os alvéolaire, le cément et le 

ligament. Cette progression correspond au stade de la parodontite qui se caractérise par la 

formation de poches parodontales atours des dents, de résorptions alvéolaires et l’apparition 

de récessions gingivales entrainant de nombreux problèmes de mobilités, de sensibilités et 

facilitant le passage d’agents infectieux viraux et bactériens12. 

 

1.3.2 Facteur de risque 
 

Les facteurs de risque sont des variables et modifient l’incidence, la sévérité, la gravité des 

atteintes pathologiques auxquelles ils sont associés. Ils peuvent être locaux ou généraux, 

modifiables ou non, issus de l’environnement ou acquis génétiquement. Dans le cas des 

maladies parodontales on peut retrouver des facteurs de risque locaux, tels que les 

encombrements, les malpositions dentaires ou les restaurations iatrogènes qui peuvent 

exercer une influence sur les manœuvres d’hygiène, en favorisant l’accumulation du biofilm, 

ou bien, avoir un impact sur la réponse immunitaire et la cicatrisation de l’hôte41. 

De nombreuses études ont mis en évidence de nombreuses associations avec des facteurs 

de risques généraux tels l’âge et le sexe42, l’ethnie43, les habitudes de vie tel le tabagisme, la 

consommation d’alcool ou le stress44, le diabète45, les facteurs hormonaux tels l’ostéoporose, 

les carences en calcium et vitamines et les facteurs génétiques46. 
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1.3.3 Les parodontites 
 

La classification de Chicago47 décrit trois types de parodontites : les parodontites nécrotiques, 

les parodontites comme expression d’une maladie systémique et les parodontites induite par 

la plaque uniquement. Ces dernières regroupent les parodontites agressives et les 

parodontites chroniques qui se distinguent par leur stade et leur grade47 (Figure 5). 

 
Figure 5: Critères des stades et des grades de la classification des parodontites 

 

1.4 Maladie d’Alzheimer et flore parodontale bactérienne 
 

1.4.1 La flore parodontale 
 
Il existe dans la cavité orale environ 700 espèces différentes de microorganismes qui vivent 

en symbiose, dont la moitié sont non cultivables en laboratoire6. Cette flore n’est pas fixe, des 

modifications peuvent s’opérer à la suite de changements au sein de l’environnement buccal 

et de l’organisme des patients48. Le risque est que certains agents pathogènes présent 

normalement en infériorité se multiplient et deviennent prédominants : cela conduit à une 

dysbiose. La maladie parodontale débute alors suite à une réponse immunitaire mis en place 

par l’organisme du patient pour se défendre49. La flore parodontopathogène est principalement 

composée de bactéries à gram négatif et anaérobies. Les plus couramment retrouvées sont : 

Prevotella intermedia (Pi), Porphyromonas gingivalis (Pg), Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa), Fusobacterium nucleatum (Fn), Treponema denticola (Td) et 

Treponema forsythia (Tf)50.  
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L’étude de Socransky et al.51 a permis de mettre en évidence les différents complexes 

bactériens et leur effets cliniques.  

A l’état sain, on retrouve principalement dans le biofilm les bactéries des complexes bleu, 

jaune, violet et vert. Dans le cas de maladies parodontales, les bactéries du complexe rouge, 

Tf, Pg, et Td et du complexe orange augmentent51. Le complexe rouge, le plus délétère, est 

associé aux parodontites sévères, à une augmentation de la profondeur des poches 

parodontales ainsi qu’à un saignement au sondage (Figure 6). 

 
Figure 6 : Les différents complexes bactériens 

 

1.4.2 Le biofilm parodontal 
 
Un biofilm correspond à une organisation de micro-organismes au sein d’une matrice 

composée de protéines, d’acides nucléiques et de polysaccharides extracellulaires, pouvant 

coloniser tous les environnements. Les biofilms se forment en effet spontanément sur les 

surfaces ; ils sont donc omniprésents dans notre environnement52. 

La croissance du biofilm bactérien est organisée, avec des étapes d’association, d’adhérence 

puis de multiplication et de maturation. Sur des colonisateurs primaires qui dans le cas des 

maladies parodontales seront principalement des streptocoques du complexes jaunes, les 

actinomyces du complexe bleu ainsi que les bactéries du complexe violet et vert vont adhérer 

des colonisateurs secondaires marquant l’étape de coagrégation. L’étude du microbiote a 

donc permis de mettre en évidence les différents rôles des bactéries constituant le biofilm. 

Certains micro-organismes ont la capacité d’orchestrer la dysbiose permettant l’invasion et la 

propagation de l’infection48. Ils agissent principalement dans l’intérêt d’autres espèces 

présentes afin d’engendrer une destruction massive53. On qualifie ces micro-organismes de « 

clés de voûte ». C’est le cas de Pg dans le cadre du biofilm parodontopathogène. Elle a la 
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capacité de pénétrer et de détruire les tissus ainsi que de désactiver les défenses immunitaires 

de l’hôte19 

 

1.5 Maladie d’Alzheimer et Herpès virus oraux 
 

1.5.1 Classification des Herpès virus oraux 
 

Il existe une centaine d’herpès virus (HHV) plus ou moins décrits. L’Homme peut être infecté 

par seulement huit virus appartenant à cette grande famille : 

• HHV1 : Herpès simplex virus de type 1, HSV-1  

• HHV2 : Herpès simplex virus de type 2, HSV-2  

• HHV3 : Virus de la varicelle ou du zona, VZV  

• HHV4 : Epstein Barr virus, EBV  

• HHV5 : Cytomégalovirus, CMV 

• HHV6 : Herpès virus humain 6A et 6B, HHV6A et HHV6B  

• HHV7 : Herpès virus humain 7, HHV7  

• HHV8 : Herpès virus associé au sarcome de Kaposi, KSHV 

 

Ces huit HHV sont classés dans la famille des Herpesviridae et répartis en trois sous-familles 

:  

• Alpha herpesvirus/Alphaherpesvirinae : Ils sont caractérisés par un cycle reproductif 

extrêmement rapide de seulement quelques heures, une destruction rapide de la 

cellule infectée et une capacité à se répliquer dans une large variété de tissus de l’hôte 

et comprenant HSV-1 et HSV-2 et le VZV. 

• Beta herpesvirus ou Betaherpesvirinae : Ils sont caractérisés par un cycle de 

multiplication long de 15 jours, avec une infection progressant lentement dans les 

cellules et comprenant CMV, HHV-6 et HHV-7. 

• Gamma herpesvirus ou Gammaherpesvirinae : Ils ont un nombre très limité de cibles 

cellulaires et comprenant EBV et HHV-8.  

 

 
Figure 7: Déroulement d’une infection par herpès virus54 
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1.5.2 Mode d’action des Herpès virus 
 
Ce sont des virus à ADN qui comportent des génomes de grande taille :120 à 130 kilo paires 

de bases. Ils contiennent un nombre élevé de gènes capables de produire une centaine de 

protéines au cours du cycle réplicatif. Leur transmission interhumaine nécessite généralement 

des contacts étroits par transmission de fluides corporels dus à la présence de leur enveloppe 

labile. Après l'infection initiale, ces virus restent quiescents dans les cellules hôtes spécifiques 

et peuvent ultérieurement se réactiver. Les syndromes cliniques dus à la primo-infection 

peuvent être très différents de ceux provoqués par leur réactivation. Malgré le fait qu’ils soient 

génétiquement et structurellement similaires, ils provoquent un large panel de syndromes 

cliniques généralement non chevauchants.  

La réplication de l’ADN viral est très différente de celle de l’ADN cellulaire car elle exige la 

présence d’une ADN polymérase d’origine virale.55 La caractéristique essentielle des 

infections aux différents herpès virus est de persister à vie dans l’organisme après la phase 

de primo-infection. Le virus reste dans une forme de stase mais il conserve la capacité d’être 

activé à tout moment pour provoquer des symptômes cliniques. La phase de quiescence 

désignée comme une "infection latente" permet au virus d’échapper au système immunitaire 

étant donné qu’il n’exprime quasiment aucun antigène. A ce stade seul le génome viral ADN 

se maintient dans la cellule infectée de façon autonome, notamment au cours des mitoses de 

la cellule hôte. Pour des raisons variées comme la fatigue, le stress, l’inflammation le virus 

peut se réactiver rapidement via l’accomplissement d’un cycle viral complet et productions de 

nouveaux virons donnant alors une réinfection endogène : on appelle ce phénomène une 

récurrence. Les récurrences sont l'occasion d'une excrétion virale, souvent asymptomatique, 

assurant l'infection de nouveaux hôtes. 

 

1.5.3 Herpès virus et maladie parodontale 
 
La pathogénie des maladies parodontales est considérée comme un processus à plusieurs 

étapes impliquant des interactions complexes entre HHV, bactéries, facteurs de l’hôte et 

facteurs environnementaux modulateurs de la maladie56. Les HHV sont connus pour 

augmenter la gravité de la maladie chez les patients parodontaux57. Des études concernant 

principalement HSV-1, EBV, CMV et HHV-7, ont montré une association significative entre ces 

derniers et les maladies parodontales58. 

Parmi les facteurs de risque des gingivites non induites par la plaque on peut citer des virus 

tels que HSV-1, VZV, EBV, HPV qui provoquent tous les symptômes couramment retrouvés 

dans cette affection gingivale : inflammation, rougeurs, œdèmes et saignement59. On retrouve 
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les virus HSV-1 et EBV dans les tissus parodontaux de patients atteints de parodontite 

chronique60. Les virus EBV, HSV-1, HHV-6 et CMV seraient associés à la gingivite ulcéro-

nécrotique et VZV pourrait contribuer à une nécrose du parodonte et de l’os mandibulaire.  

Une méta-analyse61 a pu montrer qu’une fréquence élevée de détection d'EBV est associée à 

un risque accru de parodontite. L'association entre la co-infection herpétique/bactérienne et 

les maladies parodontales ont aussi été décrites, comme pour Pg et CMV ou Aa et HSV-1. 

Cependant, la manière dont les interactions entre les herpès virus et les bactéries 

parodontales influencent l'inflammation parodontale n'est toujours pas claire.  

 

1.5.4 Herpès virus et maladie d’Alzheimer 
 
A ce jour, de nombreux travaux commencent à établir un lien solide entre la MA et les infections 

herpétiques62. Les herpès virus, notamment le HSV-1, ainsi que le VZV17, ont été cités comme 

impliqués dans le développement de la MA, bien que ces relations restent controversées.  

Chen et al.63 et Bae et al.64 ont constaté que le zona était associé à un risque clair mais faible 

de MA et de démence, et à un risque significativement plus faible chez les personnes traitées 

par des antiviraux. Il a en effet été suggéré par des études récentes que le traitement antiviral 

de type acyclovir ou valacyclovir serait associé à une diminution ultérieure de l'incidence de la 

MA chez les personnes infectées par l'herpès, ayant ainsi un effet protecteur65. Le traitement 

antiviral a aussi été associé à un risque réduit de démence à long terme chez les personnes 

présentant des signes manifestes d'infection herpétique84. Cette constatation est conforme 

aux résultats antérieurs indiquant que les herpès virus sont impliqués dans la pathogenèse de 

la MA. Cependant, ces observations ne permettent pas d'établir une relation de cause à effet 

entre l'herpès virus, le traitement antiviral et la démence.  

De même, la question de l’effet de la vaccination contre le virus HZ reste débattue. Selon les 

résultats d’une première étude sur le sujet, la vaccination contre le virus HZ a ainsi été 

retrouvée associée à un risque réduit de démence66.Une seconde étude a évalué la relation 

entre la vaccination contre le virus HZ et les troubles cognitifs. Les résultats mettent également 

en évidence que la vaccination contre le virus HZ réduit le risque de démence67.  

Un nombre croissant d’études plutôt solides associent HSV-1 avec un risque majeur de 

présence de MA 87,88. D’autres études récentes s’intéressent à la possible implication du HHV-

6 dans la MA68. En effet, une augmentation de la quantité de HSV-1 et HHV-6A/7 a été 

observée dans le cerveau de patients décédés et atteints de MA18.  

Une autre étude a pu montrer que, chez les patients atteints de MA, la fréquence de HHV-6 

était élevée (70 %) tandis qu’elle était plus faible faible chez les témoins non atteints par la MA 

(40 %). Elle a aussi mis en évidence que HHV-6 et HSV-1 étaient retrouvés dans 54 % des 

cerveaux des patients atteints de MA. Cependant, HSV-1 a aussi été retrouvé dans le cerveau 
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d'une forte proportion de témoins âgés infectés mais asymptomatiques69. La plupart des 

patients atteints de la MA, contre très peu de témoins âgés, étaient porteurs de l'allèle APOE-

ε4, la présence du HSV-1 dans le cerveau et l'APOE-ε4 ont ainsi été proposés comme un 

facteur de risque majeur de la MA70. Le HHV-6 n'est pas directement associé aux patients 

atteints de la MA et porteurs de l'APOE-ε4, il pourrait plutôt renforcer les dommages causés 

par le HSV-1 et l'APOE-ε4 dans la MA71. 

Même si le sujet est soumis à controverses, de plus en plus de preuves tendent ainsi vers une 

association entre HHV et MA. La cavité buccale héberge de nombreuses espèces virales 

neurotropes, dont on connait pour certaines l’implication dans les maladies parodontales. A 

l’heure actuelle la recherche s’est peu penchée sur la sphère orale, or l’hypothèse d’une 

incursion cérébrale par des voies périphériques est souvent avancée. 

2 Revue systématique de la littérature : Analyse du lien 
entre maladies parodontales et Herpès Virus 
parodontaux 
 

2.1 Matériel et méthodes 
 

2.1.1 Objectifs et identification de la question de recherche 
 

Nous avons procédé à une analyse systématique de la littérature scientifique et rapporté les 

résultats conformément aux directives PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic 

Reviews and Meta-Analyses)72 L'étude a été enregistrée dans PROSPERO, sous le numéro 

CRD42024529149. 

L'objectif principal de cette étude était d’analyser le lien entre la présence d’un ou plusieurs 

HHV dans la plaque sous-gingivale/le liquide créviculaire et la gingivite/la parodontite chez les 

patients adultes. 

Les questions de recherche en lien avec les objectifs de recherche étaient les suivantes : 

« Existe-t-il un lien entre détection de HHV parodontaux et maladies parodontales ? », et, dans 

l’affirmative, « Quels HHV parodontaux sont les plus détectés dans les maladies parodontales 

? » 

La revue s’est construite autour de la méthode PECOS (Population, Exposition, Comparison, 

Outcome and Study) : 

• Exposition : Présence d’une maladie parodontale (gingivite ou parodontite) 

• Contrôles (Comparison) : Absence d’une maladie parodontale (gingivite ou 

parodontite) 
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• Résultats (Outcome) : HHV détecté(s) dans la plaque sous-gingivale ou le liquide 

créviculaire par une technique de PCR 

• Etude (Study) : Etudes observationnelles de type cas-contrôle 

La question PICO était ainsi la suivante : " Les adultes (P) atteints de maladie parodontale (E), 

comparés à ceux qui n’en sont pas atteints (C), présentent-ils plus de taux de HHV dans la 

plaque sous-gingivale ou le liquide créviculaire (O) ?" 

 

2.1.2 Critères d’éligibilité 
 

Les conditions d'éligibilité ont été précisées avant le début de la revue. 

Les critères de d’inclusion étaient les suivants :  

• Articles publiés entre 2000 et mars 2024 avec un résumé disponible  

• Etudes rédigées en anglais 

• Etudes incluant des patients adultes âgés de 20 ans ou plus 

• Etudes cliniques, études longitudinales (cas-contrôles ; rétrospectives et/ou 

prospectives), observationnelles objectivant un lien entre maladie parodontale et 

HHV 

• Etudes comportant un prélèvement de plaque sous-gingivale ou de liquide 

créviculaire 

• Etude utilisant une technique d’identification de HHV par PCR 

 

Les critères d’exclusion étaient les suivants : 

• Etudes incluant des patients âgés de moins de 20 ans  

• Etudes comportant uniquement un prélèvement salivaire 

• Etudes dont les maladies parodontales sont mal définies/ avec des paramètres 

cliniques insuffisants 

Etudes non comparatives, études in vitro, études expérimentales sur modèle animal, 

études narratives, éditoriaux, avis d’auteur, études menées sur des bases de données 

ou des questionnaires, revues narratives, revues systématiques et meta analyses.  

 

2.1.3 Sources d'information et stratégie de recherche 
 

Une recherche informatisée a été réalisée pour la dernière fois le 27 mars 2024 sur les bases 

de données suivantes : PubMed (MEDLINE), Scopus, Cochrane (Cochrane Library) et 

Embase afin d’identifier les études publiées éligibles. Une recherche manuelle a également 
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été réalisée dans la bibliographie de chaque article inclus, afin d’identifier de possibles articles 

n’ayant pas été trouvés via la recherche électronique. 

Les mots-clés utilisés étaient “periodontal disease”, “periodontitis”, “periodontal pocket”, 

“herpes virus”, “herpes viruses”, “viral”, “Herpes Simplex virus”, “Epstein Barr virus” and 

“Cytomegalovirus”. 

Les mots-clés ont été mélangés à l'aide d'opérateurs booléens et des termes MeSH (pour 

MEDLINE et Cochrane) ou Emtree (pour Embase) ont été utilisés en fonction de la base de 

données.  

Par exemple, la stratégie de recherche utilisée pour la base de données PubMed (MEDLINE) 

était : ('periodontal pocket' OR 'periodontal disease’ (MeSH) OR 'periodontitis’(MeSH)) AND 

('viral' OR 'herpes virus' OR 'herpes viruses' OR 'herpes simplex virus’(MeSH) OR 

'cytomegalovirus’ (MeSH) OR 'Epstein Barr virus' (MeSH)). 

 

2.1.4 Méthodologie de sélection des études 
 

Pour estimer leur éligibilité, l’évaluation des articles sélectionnés a été effectuée après 

suppression des duplicatas à l’intérieur des bases de données et entre les bases de données 

à l’aide d’un logiciel de gestion de bibliographie (Zotero version 6.0.36). 

Deux auteurs ont extrait les données de manière indépendante. Les articles intéressants ont 

ainsi été sélectionnés sur la base de leurs titres et de leurs résumés. 

La sélection finale des articles à inclure était basée sur la lecture des textes intégraux, en 

fonction des caractéristiques du PICO, ainsi que des critères d'inclusion et d'exclusion. Les 

raisons de l'exclusion ont été documentées à chaque étape. Toute divergence concernant les 

références, les critères de sélection des sujets, les caractéristiques des échantillons, les 

critères de diagnostic des MP et la classification des sujets, les résultats et les données 

pertinentes et les résultats a été résolue par une discussion entre les auteurs. 

 

2.1.5 Processus de collecte des données 
 
Pour chaque étude éligible, les données suivantes ont été extraites par deux membres de 

l'équipe de recherche : nom du premier auteur, année de publication, pays, type d’étude, 

description du protocole, critères d’inclusion et d’exclusion des patients, âge des participants, 

nombre total d’inclusions par étude, comparaison et résultats. 

L’analyse des articles a été́ qualitative et descriptive. 

 

2.1.6 Evaluation du risque de biais 
 
L’évaluation du risque de biais a été réalisée indépendamment par deux examinateurs. 
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Les outils d'évaluation de la qualité des études des National Institutes of Health (NIH) pour les 

études observationnelles de cohortes et les études transversales en plus de ceux des études 

cas-témoins ont été utilisés pour évaluer la qualité de chaque étude éligible73. En cas de 

divergence, un consensus a été atteint après discussion et réévaluation entre deux membres 

de l'équipe de recherche et, si nécessaire, l'avis d'un troisième membre de l'équipe de revue 

a été demandé. 

 

2.2 Résultats  
 

2.2.1 Sélection des études 
 
La stratégie de recherche a initialement révélé 2409 articles sur quatre bases de données. 364 

doublons ont été éliminés électroniquement dont : 7 doublons intrabase pour la base Scopus, 

et 3 doublons intrabase pour les bases de données Embase et Pubmed .1995 sur 2045 articles 

restants ont été éliminés sur la base de leur titre. Les 50 articles restants ont été évalués sur 

leur résumé, en accord avec les critères d’éligibilité définis au préalable. Des évaluations 

supplémentaires ont été réalisées sur 22 articles complets, parmi eux, 6 articles ont finalement 

été inclus dans l'analyse qualitative (Figure 8).  

 

 
 

Figure 8 : Diagramme PRISMA 
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2.2.2 Caractéristiques des études 
 

Le tableau 1 décrit les caractéristiques de chaque étude. Les sept études analysées étaient 

des études longitudinales de type cas-contrôle. Deux études ont été conduites en Turquie74,75, 

une en Allemagne76, une en Iran77, une aux Etats-Unis d’Amérique78, une au Portugal79 et une 

en Inde80. Un total de 476 patients a été inclus, dont 223 contrôles, 251 atteints de parodontite 

et 2 atteints de gingivite. Les adultes inclus avaient des âges compris entre 21 ans et 70 ans. 

Les diagnostics parodontaux utilisés variaient selon les études, dépendant de l’année de 

parution, 3 d’entre elles ont utilisé la Classification d’Armitage47 et 1 utilisaient la Classification 

de Chicago47 alors que 3 ne faisaient référence à aucune classification pour le diagnostic des 

maladies parodontales. Les cibles microbiologiques étaient : HSV-1 ciblé par 5 études, HSV-

2 ciblé par 4 études, HCMV ciblé par 5 études, HHV-6 ciblé par une étude, HHV-7 ciblé par 

une étude, HHV-8 ciblé par une étude, Pg ciblé par une étude, Tf ciblé par une étude, Pi ciblé 

par une étude, Aa ciblé par une étude, Fn ciblé par une étude, Cr ciblé par une étude. EBV a 

été ciblé dans toutes les études incluses (EBV-1 dans 3 études et EBV-2 dans une étude). 

Trois études avaient recours à un prélèvement avec curette et 4 d’entre elles à un prélèvement 

par buvardage, avant extraction d’ADN et mise en œuvre de la technique de PCR.  
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Tableau 1 : Données extraites des études incluses (Np, non précisé) 
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2.2.3 Qualité des études incluses 
 

En ce qui concerne les biais, la qualité des études incluses a été évaluée selon les critères 

des outils d'évaluation de la qualité des études du NIH pour les études cas-témoins. Sur la 

base de ces critères, 6 études ont été qualifiées de bonne qualité74,75,77–79, tandis que 1 

études76 a été jugée de qualité moyenne. Les outils d'évaluation de la qualité pour chaque 

étude sélectionnée sont présentés dans la figure 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 9 : NIH quality assessment of case-control studies : Y, yes; N, no; NA, 
not applicable; and NR not reported 
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2.2.4 Résultats individuels 
 

Le tableau 2 décrit les résultats de chaque étude. 6 études sur les 7 incluses ont ainsi démontré 

une différence dans la détection des HHV ciblés entre le groupe cas et le groupe contrôle. 

 

 

Tableau 2 : Résultats des études incluses (Np, non précisé) 
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2.3 Discussion 
 

Cette revue systématique comprenant 7 études fournit des preuves d'une relation entre HHV 

et maladies parodontales. Toutefois, ces éléments de preuve pourraient faire l'objet d'un 

examen plus approfondi. 

Deux études77,78 n’ont pas fait appel à l’avis d’un comité d’éthique, ce qui pourrait peut-être 

être expliqué par les dates auxquelles ont été effectuées ces recherches. 

Dans les études analysées, toutes ne se basent pas sur une classification éprouvée pour 

effectuer un diagnostic de maladie parodontale. C’est en effet seulement le cas de 4 

études76,78–80. Ainsi, dans Les 3 études restantes, seuls des critères cliniques étaient 

évoqués74,75,77. 

 

Une étude75 a analysé la présence de bactéries parodontopathognèes en plus des HHV. Le 

choix de considérer aussi les données bactériologiques peut être pertinent puisqu'il est connu 

que certaines bactéries et/ou certains complexes bactériens sont défavorablement associés à 

un état de maladie parodontale31,32,81. Six études74,74,77–80 ont pu montrer un lien entre détection 

d’EBV et maladie parodontale. Ceci est en corrélation avec la littérature actuelle. 

En effet une méta-analyse61 s’est penchée plus particulièrement sur la relation entre l'EBV et 

la parodontite ainsi que les paramètres cliniques dans l’objectif d’établir une clarification, du 

fait certaines controverses. Même si les études incluses sont hétérogènes, nécessitant une 

certaine prudence dans l’interprétation des résultats, l’analyse a pu montrer qu’une fréquence 

élevée de détection de l'EBV est associée à un risque accru de parodontite. CMV fait 

également partie des HHV ciblés dans les études analysées. Celui-ci a été retrouvé associé à 

la parodontite dans 4 des 6 études qui s’y sont intéressé. Une étude79 a également montré la 

prévalence de HSV-1 à tous les stades et grades de la parodontite, alors qu’une autre étude80 

a détecté HSV-1 à tous les stades dans 76 % (p<0,001) des sites présentant une parodontite 

chronique . CMV et HSV-1 font partie des herpès virus retrouvés associés à la parodontite 

dans la littérature.  

L'association entre la co-infection herpétique/bactérienne et les maladies parodontales ont 

aussi été décrites, comme pour Pg et CMV ou Aa et HSV-1. Cependant, la manière dont les 

interactions entre les herpèsvirus et les bactéries parodontales influencent l'inflammation 

parodontale n'est toujours pas claire. Une étude in vitro82 a ainsi souhaité étudier les effets de 

la co-infection avec certaines bactéries buccales sur les cellules épithéliales buccales 

infectées par le HSV- 1. Il est apparu que Aa a augmenté́ le rendement du HSV-1. La co-

infection peut profiter soit au HSV-1 soit à Aa. Ces résultats font écho à des études cliniques 

antérieures montrant la co-infection du HSV et de Aa chez des patients atteints de parodontite 

agressive. Une autre étude avait pour objectif de clarifier l'association entre le CMV oral et la 

parodontite83. Des échantillons de rinçage buccal ont été prélevés sur 190 patients afin d’y 
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examiner la présence de l'ADN du CMV en utilisant la réaction en chaîne par réaction 

polymérase en temps réel). Pg a été détecté par une analyse semi- quantitative par PCR. La 

co-infection par le CMV et Pg était significativement associée à la parodontite active. De plus, 

l’étude a montré́ que les interactions entre le CMV et Pg peuvent être liées à la sévérité de la 

maladie parodontale. 

 

Si les études incluses semblent indiquer un lien entre HHV et maladies parodontales, des 

études incluant un plus grand nombre de participants, ciblant l’ensemble des HHV 

parodontaux et décrivant un protocole d’inclusion plus rigoureux restent indispensables pour 

objectiver la force de ce lien. 
 

 
 

2.4 Conclusion 
 

Cette revue a permis de conclure à un lien potentiel entre HHV et maladie parodontale. En 

effet, la grande majorité des études incluses montre une détection significativement plus 

importante des HHV dans les sites parodontaux atteints vs non atteints, particulièrement 

concernant HCMV et EBV. Après retravail de l’ensemble de la revue, celle-ci sera soumis pour 

publication. 

 

3 Etude Clinique 
 

3.1 Description de la recherche et présentation de son apport 
 
Malgré de nombreux progrès réalisés depuis une trentaine d’années sur la compréhension 

des mécanismes neuropathologiques l’étiopathogénie de la MA reste encore peu comprise 

voire controversée. 

Des preuves toujours plus importantes semblent indiquer un lien entre maladies parodontales 

et MA, faisant progresser l'hypothèse selon laquelle le microbiote parodontal pourrait jouer un 

rôle dans la pathogenèse de la maladie. Des études récentes suggèrent que l’inflammation 

neuronale pourrait avoir une origine infectieuse, or la parodontite est une maladie à 

composante inflammatoire dont la principale étiologie est infectieuse. Des modifications 

microbiologiques du biofilm oral (dysbiose) sont responsables de la pathologie. Certains 

pathogènes parodontaux majeurs ont ainsi été détectés dans les lésions cérébrales de la MA7, 

suggérant une connexion infectieuse entre la sphère oro-pharyngée et le cerveau. 

En plus des bactéries parodontopathogènes, de nombreuses études ont suggéré un lien entre 

parodontite et présence de virus du groupe des herpès virus humains (HHV). Ainsi, des 

infections par EBV, HSV-1 et le CMV ont été reliées à la présence d’une inflammation de la 
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cavité orale et au risque de parodontite58. De récentes études ont de plus mis en évidence une 

implication des HHV dans les maladies neurodégénératives dont la MA62. 

 

Toutes ces découvertes montrent l’intérêt certain d’améliorer la recherche dans ce domaine. 

L’objectif de ma thèse a ainsi été de réaliser sur un nombre réduit d’échantillons de 

patients atteints et non atteints de MA une détection de pathogènes parodontaux viraux 

via l’outil BIOMARK™ HD system, PCR en système microfluidique de chez Fluidigm. 

Plusieurs réunions préparatoires avec l’équipe du laboratoire, en particulier le Dr Alain 

DOGLIO (directeur) et Morgane ORTIS (doctorante), ont permis de discuter des objectifs de 

ce travail et d’en affiner le protocole. J’ai ainsi pu réaliser sur les patients recrutés 

l’examen dentaire et les différents prélèvements parodontaux, et j’ai effectué les étapes 

de traitement des échantillons obtenus. 

 

 

3.2 Protocole 
 

3.2.1 Design de l’étude  
 
Ce protocole s’inscrit dans le cadre de l’étude ORAMICAL (Oral Microbiology in Alzheimer’s 

patients), étude monocentrique cas/contrôle, non randomisée et interventionnelle de catégorie 

2, qui vise principalement à étudier au niveau parodontal la présence d’une sélection de 

bactéries parodontopathogènes et d’espèces virales chez des patients diagnostiqués ou non 

avec la MA. Les marqueurs d’inflammation pouvant être retrouvés dans la circulation sanguine 

générale seront aussi recherchés dans le plasma récupéré à partir la prise de sang réalisée 

sur chaque patient. 

Cette étude est conduite au CHU de Nice sur des patients âgés de 70 ans et plus atteints (cas) 

ou non (témoins) de MA. 

 

Ce protocole est en accord avec les lignes directrices SPIRIT qui correspond au Standard 

Protocol Items : Recommendations for Interventional Trials. Les lignes directrices STROBE 

(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) ont été également 

suivi. 
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3.2.2 Considérations éthiques, enregistrement de l’étude et 
autorisations 

Le protocole de l’étude ORAMICAL a été réalisé en accord avec la déclaration d’Helsinki. Le 

comité éthique de "protection des personnes d’Ile de France V" (CPP de France) a approuvé 

le protocole le 4 août 2021 (numéro national d’enregistrement 2021-A01501-40). Cette étude 

a été enregistrée sur ClinicalTrials.gov (numéro d’identification NCT04869904), et auprès de 

la DRCI en janvier 2022 sous la référence 21-AOI-05 en tant qu’étude interne au CHU de Nice. 

Ce projet, déposé dans le cadre de l’appel à projets interne 2021 a été retenu par le bureau 

de la DRCI (Délégation à la Recherche clinique et à l’Innovation) pour un financement à 

hauteur de 9895 €. 

3.2.3 Objectifs primaire et secondaires 
 
Cette étude clinique a pour objectif principal d’établir une cartographie d'un ensemble 

d'espèces bactériennes et virales parodontales chez des personnes âgées de plus de 70 ans, 

diagnostiquées ou non avec la MA, afin d'établir une signature microbiologique parodontale 

précoce et prédictive potentiellement associée à la MA (prélèvements par grattage et 

buvardage gingival dans les poches parodontales). Cette signature sera établie en associant 

des marqueurs de type viraux (groupe des Herpes Virus humains HHV très représentatifs de 

l’état inflammatoire oral et même systémique) et des marqueurs bactériens caractéristiques 

de la flore orale bactérienne dysbiotique et commensale.  

Cette étude implique une technologie innovante de détection des cibles microbiennes et 

virales par PCR, à savoir la PCR en système microfluidique de type Biomark HD de chez 

Fluidigm. La caractéristique essentielle de cet outil technologique est de pouvoir quantifier, en 

simultané, des dizaines de cibles dans des centaines d’échantillons biologiques. 

 
Les objectifs secondaires sont de comparer entre cas et contrôles : 

• De comparer l’état bucco-dentaire 

• De comparer l’état parodontal  

• De comparer le niveau d’hygiène buccale  

• De comparer les taux sanguins des marqueurs inflammatoires circulants IL-1β, IL-6, 

TNFR1, TNFR2, α1- ACT, sCD40L, hsCRP, IL-8 and MCP-1 
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3.2.4 Lieux de recrutement et population cible 
 

Le recrutement des patients de l’étude est réalisé à l’hôpital de Cimiez, CHU de Nice, dans 

l’annexe du pôle odontologie (Dr Leslie Borsa et Samy Jebnoun) pour les prélèvements 

parodontaux et le recueil des données orales, et dans le service de consultations gériatriques 

du pôle RAV (Dr Isabelle Bereder/Dr Guillaume SACCO/Dr Emeline MICHEL) pour le 

prélèvement sanguin. 

L’étude cible une population de patients âgés de 70 ans et plus. Lors du diagnostic de MA, 

établi par un gériatre selon les critères du DSM-V, il est proposé au patient diagnostiqué ainsi 

qu’à son conjoint, le cas échéant, de participer à l’étude car dans ce contexte 

l’environnemental partagé par le cas et le contrôle est identique. Les patients atteints de 

maladies graves ou pouvant interférer avec les prélèvements (telles une hémopathie grave ou 

une maladie inflammatoire de type polyarthrite rhumatoïde) ou ceux protégés par la loi sous 

tutelle ou sous curatelle, ou ne pouvant pas participer à une étude clinique au titre de l’article 

L. 1121-16 du Code français de Santé Publique ne sont pas inclus dans l’étude. Si le patient 

et/ou un accompagnant (contrôle) accepte de participer à l’étude, il devra signer un 

consentement (annexe 1) qui sera recueilli par le chirurgien-dentiste investigateur après un 

entretien compréhensible par le patient et/ou sa personne de confiance et la délivrance d’une 

notice d’information écrite. Le formulaire de consentement éclairé sera signé en deux 

exemplaires par les différentes parties. La date de l’information, la date de signature du 

consentement par les 2 parties seront stipulées dans le dossier source du patient, dans le CRF 

et dans le logiciel RedCp. 

 

Le calcul d’échantillon fait état d’un objectif de recrutement de 47 cas et 47 contrôles pour 

l’entsemble de l’étude. Mon travail a porté sur 11 patients (6 cas et 5 contrôles), 

échantillon suffisant pour pouvoir tester la technologie Biomark HD. 
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3.2.5 Chronologie de l’étude après diagnostic de la maladie 
d’Alzheimer 

 

3.2.5.1 Visite odontologique 
 

Le chirurgien-dentiste évalue la situation bucco-dentaire du patient et la nécessité de soins. 

Un CRF est complété et archivé (Annexe 2), il contient notamment les éléments diagnostic 

suivants : 

▪ Diagnostic de l’état bucco-dentaire évalué par les paramètres suivants : 

-Prothèses dentaires (présence et niveau d’adaptation), 

-Coefficient masticatoire (en %)  

-Nombre de lésions carieuses évaluées via l’indice CAOD (si présence) 

-Présence des mobilités dentaires et leur graduation effectuée selon la classification 

de Mühlemann (1951) :                                                                                                                   

 -Stade de l’atteinte carieuse (si présence) : CAOD 

 

▪ Diagnostic parodontal : charting parodontal avec codifications (index de plaque, index 

gingival, profondeur de poches, attachement clinique). Un relevé écrit daté des indices 

parodontaux en vigueur (CAL, PPS, PI, BOP) appelé charting parodontal sera réalisé. 

Un détartrage est proposé aux patients dont l’état bucco-dentaire le nécessite. 

 

3.2.5.2 Types d’échantillons prélevés 
 

Pour chaque patient participant à l’étude trois types de prélèvements biologiques différents 

sont réalisés. Ils sont stockés dans des tubes étiquetés avec le numéro d’inclusion et les 

initiales du patient : 

• Trois aliquots de 1,5 mL de plasma répartis dans des Eppendorff de 5mL. Ils sont 

obtenus après centrifugation des prélèvements sanguins réalisés par l’infirmier de jour 

du pôle RAV (centrifugeuse Storvall ST 8R) et sont ensuite stockés à -80°C pour une 

étude une sérologique et une détection des pathogènes ultérieures.  

 

• Du fluide créviculaire gingival prélevé à l’aide de 3 cônes de papier stériles de chaque 

taille (n°25 et n°30). Les cônes seront plongés dans le sulcus pendant au moins 1 

minute afin de collecter un maximum d’ADN. 

 

• Un échantillon de plaque dentaire prélevé à l’aide d’une curette parodontale adaptée à 

la localisation du site à prélever. 
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Les prélèvements parodontaux sont déposés dans tubes Eppendorf qui auront été 

préalablement remplis de 180 microL de buffer ATL sous hotte dans un flux d’air stérile et 

après nettoyage des surfaces au Surfanios, et réalisés au niveau de la dent présentant 

l’atteinte parodontale la plus sévère. À profondeurs de poches égales dans une même bouche, 

la dent prélevée sera une 1ère molaire supérieure droite ou à défaut la 1ère molaire supérieure 

gauche ou à défaut la molaire supérieure droite la plus proche, ou à défaut la molaire 

supérieure gauche la plus proche ou à défaut la 1ère molaire inférieure droite, ou à défaut la 

1ère molaire inférieure gauche ou à défaut la dent la plus proche. 

Conformément à la loi informatique et libertés n°2004-801 du 6/08/2004, les inclusions ont été 

anonymisées avec un code alphanumérique comprenant le numéro du centre d’inclusion, le 

numéro de l’inclusion et les initiales du patient (par exemple le code du premier patient est 01-

001-BE). Les données concernant les patients inclus sont conservées dans un document 

Microsoft Excel® protégé par mot de passe et partagé uniquement avec les différents 

investigateurs ainsi que l’Attachée de Recherche Clinique de l’IMBD. 

3.2.6 Etapes de traitement des échantillons  
 

 

3.2.6.1 Protocole d’utilisation de la centrifugeuse Storvall ST 8R pour la 
centrifugation des prélèvements sanguins 

 

 

1 Allumer 

2 Préchauffage 15 min : vérifier réglages 1200 rpm /15 min / 4°C puis bouton flocon 

puis start  

3 Mettre les tubes en répartissant la charge, re vérifier les réglages puis start 

4 Sortir les tubes avec une pince pour ne pas re-mélanger sang et plasma 

5 L’investigateur réalise ensuite les trois aliquots de plasma de 1.5 ml dans des 

Eppendorff de 5ml. 

 

Les prélèvements seront stockés dans un premier temps dans un congélateur à -80 °C au sein 

du pavillon Mossa. Ils seront ensuite acheminés vers le laboratoire Micoralis (équipe de 

recherche du Dr A. Doglio UPR7354, Faculté d’Odontologie, Université Côte d’Azur) où ils 

seront aussi stockés dans un congélateur à -80°C par l’investigateur coordinateur, le Dr L. 

Borsa avant de réaliser les manipulations inhérentes aux échantillons. 
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3.2.6.2  Analyse des prélèvements parodontaux 
 

3.2.6.2.1 Extraction et purification de l’ADN bactérien et viral 
 

L’extraction et la purification de l’ADN issu des prélèvements bactériens réalisés en clinique 

ont été réalisés à l’aide du Qiagen QuiAmp Mini Kit DNA, Protocole A-B (Gram -), selon le 

protocole ci-dessous : 

 

EXTRACTION DE L’ADN 

1 -Préparer le bain marie à 56°C 
-Décongeler les prélèvements donnant lieu à une analyse microbiologique. 
-Les soniquer 10 minutes à température ambiante, (Soniqueur Fisher Scientific) : 
1-Remplir d’eau à moitié puis brancher 
2-Mettre les tubes fermés sur une planche en mousse 
3-Fermer le bac 
4-Allumer et mettre sur 10 min 
→ Pendant l’étape de soniquage commencer à préparer le matériel pour l’étape 2 
-Vortexer 15 secondes puis centrifuger brièvement. 
-Oter les cônes de papier (à l’aide d’une précelle décontaminée à l’éthanol). 

2 -Ajouter 20 microL de protéinase K, sans mouvement circulaire. 
-Vortexer15 secondes. 
-Incuber 1 heure, à 56°C (au bain marie), en vortexant toutes les 30 minutes pour 
disperser l’ADN et ainsi augmenter l’efficacité de la protéinase K. 
-Centrifuger brièvement pour enlever les gouttes présentes à l’intérieur du 
couvercle. 

3 -Ajouter 200 microL de Buffer AL. Les échantillons et le buffer AL doivent être 
complètement mélangés afin que la solution soit homogène. 
-Pulse-vortexer 15 secondes. 
-Incuber 10 minutes à 70°C. 
-Centrifuger brièvement. 

4 -Ajouter 200 microL d’éthanol (96-100%). 
-Pulse-vortexer 15 secondes. 
-Centrifuger brièvement. 

PURIFICATION DE L’ADN 

Pour les buffers AW1 et AW2 il faut systématiquement vérifier que l’ajout d’alcool dans les 
bouteilles a bien été effectué. 

5 -Appliquer délicatement la préparation dans la colonne (QIAmp Mini spin column). 
Fermer le couvercle. Programmer sur 700mL. Vider doucement en tournant sur les 
parois. Marquer d’un numéro les tubes sur leur couvercle. 
-Centrifuger 1 minute à 8000 rpm (centrifugeuse Storvall ST8R ). 
1-Allumer 
2-Ouvrir couvercle 
3-Mettre les tubes à l’opposé (pour la répartition des poids. 
4-Régler à 8 pour cette étape. 
-Placer la colonne dans un nouveau tube de 2 ml et jeter le tube contenant le filtrat.  

6 -Ajouter 500 microL de Buffer AW1 et fermer le couvercle. 
-Centrifuger 1 minute à 8000 rpm. 
-Placer la colonne dans un nouveau tube de 2 ml et jeter le tube contenant le filtrat. 

7 -Ajouter 500 microL de Buffer AW2 et fermer le couvercle. 
-Centrifuger 3 minutes à 14000 rpm. 

7bis -Transférer dans un collection tube de 2ml chaque échantillon. 
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-Centrifuger 2 minutes à 13,2 pour séchage. 

ELUTION DE L’ADN 

8 - Placer la colonne dans un tube stérile de 1,5 ml et jeter le tube contenant le filtrat. 
Ecrire les infos sur les nouveaux tubes. 
-Ajouter 200 microL de Buffer AE, afin d’éluder l’ADN contenu dans la colonne. 
-Incuber 5 minutes à température ambiante. 
-Centrifuger 2 minutes au maximum de RPM. 
-Conserver les tubes de 1,5 ml. 

9 -Réitérer l’étape 8. 
-Conserver les tubes de 1,5 ml. 

ANALYSE DE LA QUANTITE ET DE LA QUALITE DE L’ADN 

10 -Prélever 2 microL de chaque échantillon, après avoir agité le tube. 
-Les placer au sein du nanodrop spectrophotomètre, préalablement calibré 2 fois 
par l’analyse réitérée de Buffer AE. 
Le nanodrop est renseigné des caractéristiques suivantes : 
Version : 4585 V3 0.1 
Pathlenght : 0,5 mm 
Dilution Factor : 1.000 
Background : On 
Factor : 50.0 
Units : ng/ul 
Il analyse la quantité et la qualité des acides nucléiques obtenus : 

• La quantité obtenue est exprimée en ng/ul. 
La quantité minimale à obtenir pour que l’échantillon soit exploitable pour 
une analyse par qPCR par ces plaques est de 2,6 ng/ul. 

• La qualité obtenue est exprimée par le biais de 2 ratios qui doivent 
idéalement être supérieurs à 1,8 : 
- A260/A280 : si inférieur à 1,8 ce ratio indique la présence de protéines, 

phénols et autres contaminants. 

- A260/A230 : si inférieur à 1,8 ce ratio indique la présence de 
contaminants co-purifiés (solvants, sels, contaminants organiques). 
Cependant, ce rapport nous importe peu pour la réalisation d’une 
qPCR. 

Si l’ADN est obtenu en trop faible quantité ou s’il est de trop mauvaise qualité vis-à-
vis du rapport A260/A280, il est nécessaire de procéder à une nouvelle extraction 
car celui-ci ne sera pas exploitable pour la qPCR. 
-Lancer l’analyse de chaque échantillon. 
-Nettoyer entre chaque échantillon avec un essuie-tout légèrement imbibé d’alcool 
-Récupérer le ticket d’analyse 

CONSERVATION DE L’ADN 

11 Les élutions d’ADN seront conservées dans un congélateur à une température de  
-20°C après leur normalisation par quantification spectroscopique et avant l’étape de 
PCR quantitative. 

 
 
 

3.2.7 PCR quantitative (qPCR) 
 
La PCR quantitative (qPCR), ou PCR en temps réel, est une méthode particulière de réaction 

en chaine par polymérase qui permet de mesurer la quantité initiale d’ADN. Elle a été 

découverte en 1983 par Karry Mullis. Elle repose sur le principe d’amplification d’une séquence 
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spécifique d’ADN avec l’aide de divers primers et enzymes. La PCR quantitative mesure en 

réalité le nombre d’amplicon (portion d'ADN définie par un couple d'amorces). 

Afin de réaliser notre PCR quantitative nous utiliserons le système de PCR multiplex par 

technologie BIOMARK™ HD system de chez Fuidigm. 

 

 

Figure 10 : Technologie BIOMARK™ HD system, Fluidigm 

 
Le système BIOMARK™ HD permet de réaliser des milliers de réactions PCR individuelles en 

simultanée grâce à la technologie microfluidique. Les réactions PCR sont de l’ordre de 

quelques nanolitres. Adapté à notre panel d’agents microbiologiques à détecter, il devient 

possible d’analyser de manière simultanée plusieurs centaines d’échantillons. Cette 

technologie est robuste, sensible et de plus assez économique, elle se situe à la plateforme 

transcriptomique de l’Institut de Pharmacologie Cellulaire et Moléculaire (IPMC) du CNRS à 

Sophia-Antipolis. Cette plateforme dispose des automates (the BIOMARK™ HD system) et 

d’un savoir-faire éprouvé de ce type de technologie. 

Ce système permet de quantifier simultanément l’expression de dizaines de gènes dans un 

grand nombre d’échantillons dans des puces microfluidiques. Chaque puce est constituée de 

chambres réactionnelles de petits volumes (0.85nL, 6nL ou 9nL) et d’un circuit fluidique intégré 

(IFC pour Integrated Fluidic Circuit). Cet ensemble de micro-canaux connectés entre eux 

permet la circulation des fluides (échantillons, mix et amorces) et leur distribution dans des 

chambres réactionnelles pour ainsi paralléliser un grand nombre de réactions PCR 

quantitatives sur une petite surface. La circulation des fluides est assurée par des IFC 

contrôleurs, qui, par des différences de pression, provoquent l’ouverture ou la fermeture des 

valves NanoFlex pour la distribution et le mélange des échantillons et des amorces. 

L’amplification et la lecture de la fluorescence sont assurées par le système BIOMARK™ HD 
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system lui-même. Le BIOMARK™ HD system de la plateforme est complété par 3 types de 

contrôleurs IFC (AX, HX et MX) adaptés à 6 formats de puces différents. 

 

 

 

 

 

 

Dans le cadre de ce travail de thèse, une plaque Biomark BMK-M10- 48.48-EG de chez 

Standard Biotools a été utilisée (Figure 11), selon le plan de plaque suivant : 

A gauche de la plaque ont été chargés les primers des différentes espèces ainsi que celui du 

gène endogène de la GAPDH84. La GAPDH est présente dans toutes les cellules, et sa 

quantification permet une normalisation des valeurs retrouvées par analyse PCR dans les 

différents échantillons). A droite ont été chargés l’ADN extrait des différents échantillons et 

deux contrôles, un positif (contenant un mélange de tous les génomes) et un négatif (contenant 

de l’eau pure sans nucléase) afin de vérifier une éventuelle contamination. Chaque mesure a 

été réalisée en duplicat, 

Nous devions initialement cibler uniquement les 8 HHV humains (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, 

CMV, HHV-6a, HHV-7, HHV-8), mais la taille de la plaque le permettant, nous avons 

finalement décidé de cibler en plus 38 bactéries représentant un échantillon de la flore orale 

pathogène et commensale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Puce commercialisée par Biomark et utilisée dans cette étude, 
avec schématisation de la mise en place des primers et des cibles dans les 

puits 
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Préalablement au remplissage de la plaque, des dilutions ont été effectuées afin de 

normaliser les concentrations des différents échantillons à une valeur de 2 ng/uL (Tableau4). 

 

 

Tableau 3 : Tableau des dilutions 
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3.3 Résultats 
 
Après avoir effectué des calculs sur les données issues de l’analyse, les résultats ont été 

traduits en copy numbers/Ug d’ADN. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau de 

l’annexe 2.  

A partir de ces résultats ont été réalisés des tableaux reprenant les données des bactéries et 

des virus dont les données étaient les plus exploitables : 

 

 

 
Figure 12 : Résultats pour la bactérie Aa 

 

 

 

 

 
Figure 13 : Résultats pour la bactérie Pg 

 

 

 

 

 
Figure 14 : Résultats s pour la bactérie An 
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Figure 15 : Résultats pour la bactérie Fn 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 16 : Résultats pour la bactérie Cp 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 17 : Résultats pour la bactérie Pe 
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Figure 18 : Résultats pour la bactérie Pi 

 

 

 

 

 
Figure 19 : Résultats pour la bactérie Sg 

 

 

 

 

Figure 20 : Résultats pour la bactérie Ssput 
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Figure 21 : Résultats pour la bactérie So 

 

 
Figure 22: Résultats pour le virus HHV7 

 

 

 

 
 

Figure 23 : Résultats pour le virus HHV8 

 

 

Les lettres p et s noté à côté de l’abréviation de chaque pathogène représentent les mots « plaque » 
et « sulcus » afin d’indiquer la localisation des prélèvements. 
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Les premiers résultats obtenus suite à l’utilisation de la technologie PCR microfluidique 

Biomark HD sont malheureusement peu probants, notamment concernant les HHV. Cette 

technologie étant en cours de test au laboratoire Micoralis, des axes d’amélioration seront 

peut-être à envisager afin d’ajuster la précision du protocole. 

Parmi ces potentiels axes d’amélioration, nous pouvons citer celui de la technique d’extraction 

de l’ADN puisque cette extraction entraine le plus souvent une perte inévitable d’environ 50% 

du matériel génétique. Si nos manipulations semblaient satisfaisantes, des améliorations du 

protocole pourraient peut-être testées afin de limiter au maximum cette perte, d’autant que les 

prélèvement intrasulculaires contiennent beaucoup moins d’ADN que des prélèvements 

salivaires par exemple. 

Un autre axe serait celui d’une pré-amplification plus importante des échantillons d’ADN avant 

la réalisation de la qPCR. 

Une grande partie de nos échantillons (4 contrôles sur 5 et 5 cas sur 6) ont été positifs à HHV-

8, or ce virus est loin d’être ubiquitaire. Dans la population adulte, sa séroprévalence globale 

varie de moins de 5 % dans la plupart des pays occidentaux (États-Unis, Europe du Nord) et 

en Asie du Sud-Est, à plus de 50 % en Afrique de l'Est et en Afrique centrale, et est de l'ordre 

de 10 à 20 % dans les pays du bassin méditerranéen (Italie, Grèce)85. Comme celui-ci a été 

le seul vraiment détecté, avec HHV-7, peut-être le design des primers pour HHV-8 serait-il en 

cause. 

Les patients inclus dans cette première phase d’étude étaient dans leur grande majorité, tant 

pour les cas que pour les contrôles, exempt de maladie parodontale sévère, avec des 

profondeurs de poche souvent comprises entre 1 et 3 mm, ce qui a dû encore entrainer une 

diminution de la quantité de pathogènes présents. En effet, certains HHV parodontaux étant 

étroitement associés à la parodontite, les sites dentaires atteints de parodontite sont des sites 

inflammatoires permanents ou les HV peuvent se répliquer activement sur le long terme 

contrairement aux sites non atteints, notamment par exemple pour le CMV86. Ceci est de plus 

confirmé par la revue de littérature menée dans le cadre de ce travail ; 

Une chose est sûre, une analyse par qPCR classique s’impose afin de confirmer ou infirmer 

ces premiers résultats et de pouvoir en fonction de ces derniers effectuer une mise au point 

de l’outil. 

Du fait des résultats et du nombre restreint d’inclusions à ce stade, aucune analyse statistique 

n’a été effectuée, ce n’était d’ailleurs pas l’objet de ce travail qui consistait en un test d’une 

technologie nouvelle sur des échantillons parodontaux. Une analyse statistique sera bien 

effectuée pour l’ensemble des résultats de l’étude lorsque les inclusions seront terminées. 
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4. Conclusion et perspectives 
 
 
Ce travail de thèse est constitué́ à la fois d’une revue systématique de la littérature et de la 

mise en œuvre d’un protocole expérimental permettant de tester la technologie BIOMARK™ 

HD, PCR en système microfluidique de chez Fluidigm sur des échantillons parodontaux de 

patients âgés atteints ou non de MA. La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire 

MICORALIS, Faculté de chirurgie dentaire, Université Côte d’Azur (Dr. A. Doglio, Morgane 

Ortis) et à l’IPMC (Drs Mari et Fassy, IPMC, Sophia-Antipolis). 

La revue systématique de la littérature réalisée a permis de conclure à un lien potentiel entre 

HHV et maladie parodontale. En effet, la grande majorité des études incluses montre une 

détection significativement plus importante des HHV dans les sites parodontaux atteints vs 

non atteints, particulièrement concernant HCMV et EBV. 

Le protocole de recherche clinique expérimenté dans cette thèse a permis de tester une 

nouvelle technologie, le système BIOMARK™ HD, qui permet de réaliser des milliers de 

réactions PCR individuelles en simultanée grâce à la technologie microfluidique, sur des 

échantillons parodontaux, et de mettre en évidence de potentiels axes d’amélioration du 

protocole de mise en œuvre de cet outil. 

A l’issue de ce travail et de l’étude qui en découlera, des données pourraient peut-être mettre 

en évidence un certain nombre de marqueurs parodontaux prédictifs du développement ou de 

l’évolution de la MA, avec à la clé un diagnostic précoce et un suivi facilité. 
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Annexes 
 
 

Annexe 1 : Note d'information et formulaire de consentement 
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Annexe 2 : CRF (Case report form) 
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Annexe 3 : Tableau des résultats 
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Résumé : 
 
La maladie d’Alzheimer (MA) affecte presque 50 millions de personnes dans le monde dont 1 million de français. 
Des preuves toujours plus importantes semblent indiquer un lien entre maladies parodontales et MA, faisant 
progresser l'hypothèse selon laquelle le microbiote parodontal pourrait jouer un rôle dans la pathogenèse de la 
maladie. Des études récentes suggèrent que l’inflammation neuronale pourrait avoir une origine infectieuse, or la 
parodontite est une maladie à composante inflammatoire dont la principale étiologie est infectieuse. Des 
modifications microbiologiques du biofilm oral (dysbiose) sont responsables de la pathologie. Certains pathogènes 
parodontaux majeurs ont ainsi été détectés dans les lésions cérébrales de la MA, suggérant une connexion 
infectieuse entre la sphère oro-pharyngée et le cerveau. 
En plus des bactéries parodontopathogènes, de nombreuses études ont suggéré un lien entre parodontite et la 
présence de virus du groupe des herpès virus humains (HHV). Ainsi, des infections par le virus d’Epstein-Barr 
(EBV), Herpès simplex type 1 (HSV-1) et le Cytomégalovirus (CMV) ont été reliées à la présence d’une inflammation 
de la cavité orale et au risque de parodontite. 
 
Nous avons donc réalisé une revue systématique de la littérature à ce sujet qui a permis de conclure à un lien 
potentiel entre HHV et maladie parodontale. En effet, la grande majorité des études incluses montre une détection 
significativement plus importante des HHV dans les sites parodontaux atteints vs non atteints, particulièrement 
concernant HCMV et EBV. 
 
Toutes ces découvertes montrent l’intérêt certain d’améliorer la recherche dans ce domaine. Le deuxième objectif 
de ce travail de thèse a ainsi été de réaliser sur un nombre réduit d’échantillons de patients atteints et non atteints 
de MA une détection de pathogènes parodontaux viraux via l’outil BIOMARK™ HD system, PCR en système 
microfluidique de chez Fluidigm. Le protocole de recherche clinique expérimenté dans cette thèse a permis de 
tester une nouvelle technologie, le système BIOMARK™ HD, qui permet de réaliser des milliers de réactions PCR 
individuelles en simultanée grâce à la technologie microfluidique, sur des échantillons parodontaux, et de mettre 
en évidence de potentiels axes d’amélioration du protocole de mise en œuvre de cet outil. 
A l’issue de ce travail et de l’étude qui en découlera, des données pourraient peut-être mettre en évidence un 
certain nombre de marqueurs parodontaux prédictifs du développement ou de l’évolution de la MA, avec à la clé 
un diagnostic précoce et un suivi facilité. 


